This study was conducted to develop a new method for enhancing ginsenoside Rg 3 , which is abundant in black ginseng. The cognition-enhancing effect of black ginseng extract was investigated via the assay of acetylcholinesterase (AChE) activity. Black ginseng I was prepared through the traditional method (by steaming and drying nine times repetitions). Black ginseng II, on the other hand, was prepared by steaming the ginseng three times at 120 o C for 30 min after soaking it in grape juice for 24 h. The ginsenosides of white, red, and black ginseng I, and II were investigated using the HPLC method, respectively. In black ginseng II, the ginsenoside Rg 3 contents, which cannot be found in white ginseng, amounted to 10.91 mg/g, approximately 18 times more than that in red ginseng. In the in-vivo study, black ginseng extract (200 mg/kg, p.o.) inhibited the AChE activity after 24 h by a single administration in the brain. Thus, the new manufacturing method for black ginseng was found to more effective in the conversion of ginsenoside Rg 3 compared to the traditional method. Black ginseng may also have the effect of preventing the cognitive impairment induced by cholinergic dysfunction. 서 론 고려인삼 (Panax ginseng C.A. Meyer)은 오갈피나무과 (Araliaceae)에 속하는 다년생 초본류로 아시아, 러시아를 비롯 하여 유럽에서도 진귀한 약재로 광범위하게 사용되어 왔다. 1) 인삼에는 ginseonside, phenol compounds, polyacethylene, polysaccharide 등과 같은 성분들이 함유되어 있어 다양 한 생리활성을 나타내는 것으로 보고되었다. 2-6) 특히, ginse-noside는 생화학 및 약리작용을 나타내는 인삼의 주요 성분으 로 알려져 있으며, 최근에는 기능성 물질을 다량 함유하는 인 삼가공제품 개발의 일환으로 한약의 전통적인 가공방법이 적 용되고 있다. 그 대표적인 예로 숙지황과 같이 구증구포 방법 을 인삼에 적용하여 특정 사포닌 Rg 3 를 대량 함유하는 흑삼 제조 방법을 개발하고 있다. 흑삼 제조시 변환된 주요 사포닌 인 Rg 3 는 뇌신경보호, 7) 항빈혈, 8) 항암, 9) 면역증강작용, 10) 항 통증, 11) 비만 억제 12) 등 많은 효능이 보고되고 있다. 최근 중국에서는 백삼에는 없고, 홍삼에 미량 존재하는 사포닌 Rg 3 성분을 대량 생산하여 제품화하는데 성공하여 'Shey-yi capsule', 'Li-Li capsule'로 상품화하여 항암 치료제로 사용 하고 있다. 13) 이미라·윤범식·손백신·류뢰·장동량·왕춘년·왕젠·이선영·모은경·성창근 J. Ginseng Res. 구증구포 방법으로 흑삼을 제조할 경우에는 다단계 과정을 거치기 때문에 제조시간과 경비가 많이 소요되어 대량생산과 가격경쟁의 어려움을 극복하기 위한 효율적인 제조방법을 찾 는 시도가 계속되고 있다. 일반적으로 인삼 사포닌을 변환시 키는 방법으로는 산·염기에 의한 화학적 전환, 기질 특이성 을 이용한 효소적 전환, Smit 방법 등이 있으나 아직까지 실 용화되지 않은 실정이다. Kim 등 14) 은 증숙 온도와 시간을 달리하여 흑삼 제조시간을 단축하고, 대량생산을 위한 표준화 된 제조방법 개발하여 보고한 바 있다. 본 연구는 흑삼 제조시 인삼 사포닌의 변환 방법 중 가장 많이 사용되는 산에 의한 화학적 변환 방법을 이용하여 흑삼을 제조하였다. 즉, 포도주스에 함유된 저 농도 유기산에 의한 당 의 가수분해와 고온 증숙에 의한 사포닌 변환 원리를 이용하여 흑삼을 속성 제조하고, 특정 ginsenoside Rg 3 함량을 극대화시 키는 제조방법을 개발하고자 하였다. 또한 뇌조직의 주요 신경 전달 물질인 acetylcholine을 분해하는 효소로 기억 및 인지력 을 저하시키는 주요 원인인 acetylcholinesterase (AChE)의 억 제효과를 통해 흑삼의 기억력 개선효과를 살펴보고자 하였다. 재료 및 방법 백삼 및 홍삼시료 본 연구에 사용한 홍삼은 금산 수삼센터에서 구매한 4년근 수삼을 세척하여 98 o C에서 2시간 30분간 증숙한 후 65 o C에 서 건조하여 사용하였다. 백삼은 수삼을 65 o C에서 건조하여 사용하였다. 흑삼제조 및 시료 추출 4년근 수삼을 Sun 등 15) 의 방법에 따라 98 o C에서 3시간 증숙한 후 65 o C에서 18시간 건조하는 과정을 9번 반복하여 구증구포 흑삼을 제조하였다 (흑삼I). Sun의 16) 연구에서 유기 산을 많이 함유하고 있는 사과주스, 파인애플 주스, 포도주스 중 ginsenoside Rg 3 함량이 높았던 포도주스를 선택하여 흑 삼II를 제조하였다. 백삼을 포도주스에 4 o C에서 24시간 침지 시켜 120 o C에서 30분간 증숙한 후 65 o C에서 24시간 건조하 였다. 증숙과 건조과정을 3번 반복하였다. 흑삼II 추출물은 흑 삼 분말에 80% 에탄올을 10배량 가하여 60 o C에서 1시간 동 안 ultrasonication한 후 여과하였고, 추출과정은 3회 반복 실 시하였다. 추출 여액은 감압 농축한 후 동결 건조하여 시료로 사용하였다. 추출 수율은 44.50%이었다. 조사포닌 추출 사포닌 추출은 Shi 등 17) 의 논문을 변형하여 사용하였다. 백 삼, 홍삼, 흑삼 분말 1 g에 80% 에탄올 20 mL을 첨가하여 50 o C에서 1시간 동안 ultrasonication (60kHz, heat power 330W)을 실시하였다. 추출은 3회 반복하였다. 추출 여액은 회수하여 감압 농축한 후 20 mL의 증류수에 녹여 분액 여 두에 옮기고 동량의 ethyl ether를 넣고 3회 반복하여 지질 성분을 제거하였다. 추출액에 수포화 부탄올 20 mL 을 넣고 3회 반복하여 수포화 부탄올 층을 추출한 후, 감압 농축하여 조사포닌을 얻었다. 80% 메탄올 10 mL을 가하여 조사포닌 을 녹인 후 0.45 µm membrane filter로 여과하여 HPLC 분석을 위한 시료로 사용하였다. 사포닌 분석 사포닌 함량 측정은 HPLC (SPD 20A, SIMADZU, Japan) 를 이용하였다. 컬럼은 ACE 5 C 18 (250×0.4 mm, 5 µm) 을 이용하였으며, 검출기는 UV detector (203 nm)를 사용 하였다. 이동상은 물 (A)과 acetonitrile (B)의 gradient sys-tem을 사용하였다. 용출조건은 B를 기준으로 0-30분; 20%, 30-60분; 20-45%, 60-78분; 45-75%, 78-80분; 75-80%, 80-100분; 80-100% 이었다. 이동상의 유속은 1 mL/mim 이었 으며, 시료는 10 µL를 주입하였다. 11종의 ginsenoside standards (Rg 1 , Re, Rf, Rg 2 , Rb1, Rc, Rb 2 , Rb 3 , Rd, 20(S)-Rg 3 , 20(R)-Rg 3 )는 98% 이상의 순도는 갖는 것으로 Hongjiu Biotech Co. Ltd (Jilin, China)에서 구입하였다. 실험 동물 체중이 25-30 g의 수컷 ICR mice을 (주) 대한 바이오링크 에서 구입하여 온도 23±2 o C, 습도 55±5 o C, 12시간 dark/light cycle 조건의 사육실에서 일주일간 적응시켰다. 물과 사료섭 취는 제한하지 않고 공급하였다. 흑삼II 추출물의 단회투여 농 도는 Ahn 등 18) 의 연구를 참고하여 200 mg/kg을 경구투여 하였다. 투여 1시간, 6시간, 24시간 경과 후에 각 그룹의 (n=5) 뇌를 적출하여 AChE 활성을 측정하였다. 대조군은 생 리식염수를 투여하였다. 실험과 관련된 동물 사육은 미국 국 립보건원 (NIH, National Institutes of Health)에서 제시한 기준 (No. 85-23, revised 1985)을 준수하였고, 충남대학교 동물실험 윤리위원회의 승인 하에 수행되었다. AChE activity AChE 활성은 acetylcholine iodide를 기질로 사용하는 Ellman의 방법 19) 을 변형하여 활성을 측정하였다. 적출한 뇌에 10배의 homogenization buffer (12.5 mM sodium phosphate buffer pH 7.0, 400 mM NaCl)로 균질화하여 1,000 g에서 10분간 원심분리한 후 상등액을 효소원으로 사용하였
